

































Exploring the hepatic disorder involved factors: 
Effect of nonsteroidal anti-inflammatory drugs 
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ANT: adenine nucleotide translocator 
ADP: adenosine diphosphate 
AK2: adenylate kinase 2 
ATP: adenosine triphosphate 
Bcl-2: B-cell lymphoma 2  
CK: creatine kinase 
COX: cyclooxygenase 
CsA: cyclosporin A 
CypD: cyclophilin D 
CytC: cytochrome c 
DAMPs: damage-associated molecular patterns 
DDS: drug delivery system 
DIC: diclofenac 
DILI: drug-induced liver injury 
DMSO: dimethyl sulfoxide 
DPA: diphenylamine 
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 
FLU: flufenamic acid 
MCL: meclofenamic acid 
MEF: mefenamic acid 
HK: hexokinase 
HMGCS2: hydroxymethylglutaryl-CoA synthase 2 
LUV: large unilamellar vesicles 
mPT: mitochondrial permeability transition 
mtDNA: mitochondrial DNA 
MLV: multilamellar vesicles 
NADH: reductive nicotinamide adenine dinucleotide 
NADP: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NCF: nitrocellulose membrane filter 
NPA: N-phenylanthranilic acid 
NSAIDs: nonsteroidal anti-inflammatory drugs 
  
PBR: peripheral benzodiazepine receptor 
POPC: 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
PTP: permeability transition pore 
QOL: quality of life 
SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
SrtA: sortase A 
TCA: tricarboxylic acid 
TOL: tolfenamic acid 
RCI: respiratory control index 
RR: ruthenium red 
































第 1 章  序論 
 



































図 1-1  DAMPs の放出による DILI の発症機序 


















H+ の濃度勾配を形成している（Mitchell P., 1961 ; Kadenbach B. et al., 2010）。ミトコン
ドリアはこの物理化学的なエネルギー勾配を利用して効率的な ATP の産生やマトリクス
への物質の輸送を行っており、内膜の不透性がこれらの機能を支えている。内膜に囲まれ





ロム c（CytC）を初めとするアポトーシス誘導因子が存在しており（Yamada A. et al., 
2009）、ミトコンドリア膜の透過性は細胞死の調節に密接に関与している。例えば、細胞質
に存在する Bcl-2 ファミリータンパク質である Bad、Bid、Bax および Bim は種々の細
胞死シグナルによりミトコンドリアへと移動し、ミトコンドリアの膜電位や外膜の透過性
を変化させることで CytC などの膜間スペースのタンパク質の放出を制御し、細胞死を調









1-3）、その詳細は未だ明らかになってはいない（Gross A. et al., 1999 ; Kokoszka JE. et al., 
2004）。PTP を開口したミトコンドリアの内膜は約 1.5 kDa までの粒子やイオンを自由に
透過させ（Bernardi P. et al., 1998 ; Gunter TE. et al., 1990 ; Zoratti M. et al., 1995）、内
膜の透過性亢進に伴い外部の水が侵入することで、外膜の破裂を伴う膨潤を引き起こす。
膨潤したミトコンドリアは膜電位が消失し ATP の産生が停止するとともに、貯蔵されてい
た Ca2+ や CytC などを含む様々なタンパク質を放出する。この mPT に伴う ATP 産生
機構の破綻や細胞死誘導因子の放出は、アポトーシスやネクローシスなどの細胞死の引き
金になることが明らかになっている（Brenner C. et al., 2006 ; Tsujimoto Y. et al., 2007）。






図 1-2  ミトコンドリアの構造と機能 
 ミトコンドリアは外膜、内膜、膜間スペース、マトリクスの 4 つのコンパートメントに区画
化される。外膜には VDAC が大量に発現しており、分子量 5000 以下の分子が自由に透過で
きる。ミトコンドリア内膜には電子伝達系（Ⅰ－Ⅳ）が存在し、マトリクスにある TCA 回路
から得られた NADH やコハク酸由来の電子を酸素に受け渡す過程で H+ を膜間スペース側に
汲み出し、H+ の濃度勾配を作り出している。内膜は不透性であるため、汲み出された H+ は 
ATP 合成酵素を介してマトリクス側に戻り、この物理化学的なエネルギー勾配を利用してアデ






図 1-3  現在予想されている PTP の構造概略図 
 VDAC：電位依存性アニオンチャネル、HK：ヘキソキナーゼ、PBR：末梢性ベンゾジアゼピ
ン受容体、CK：クレアチンキナーゼ、ANT：アデニンヌクレオチド輸送担体、CypD：シクロ
フィリン D を示した。 
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図 1-4  mPT による肝細胞死の誘導モデル 
 
 





には COX-1 と COX-2 のアイソザイムが存在し、それぞれ独立して発現調節が行われて






害活性とその副作用との関連が言及されてきた（Jones P. et al., 2010 ; Souto EO. et al., 
2001）。1990 年代後半頃から副作用の軽減を目的に COX-2 を選択的に阻害する NSAIDs 
の開発が進み、1999 年に世界初となる COX-2 選択的阻害薬セレコキシブが米国にて上市
され、本邦では 2007 年に承認されている（Baek SJ. et al., 2006 ; Wang X. et al., 2011 ; 
Watanabe T. et al., 2011）。セレコキシブを初めとする COX-2 選択的阻害薬の使用により、
従来の NSAIDs と比較して潰瘍や穿孔、出血などの消化管障害や腎障害を有意に低下させ





作用は COX の阻害を介さないメカニズムによって誘発されている可能性がある（van 
Leeuwen. et al., 2012）。近年、いくつかの NSAIDs がミトコンドリア機能に影響を与え
ることで細胞機能を欠損させることが報告されており、NSAIDs の肝毒性発現にミトコン
ドリアの関与が示唆されている（Berson A. et al., 2006 ; Chakraborty H. et al., 2007 ; Lal 
N. et al., 2009 ; Masubuchi Y. et al., 1999, 2000, 2002 ; Syed M. et al., 2016）。 
 
 
第 4 節 本研究の目的 
 




形態変化を指標に mPT を誘導する NSAIDs をスクリーニングし、その詳細なメカニズ
ムや機能修飾に必須な構造的要因を明らかにすることで、医薬品の開発に有益な知見を得











能を DDS 開発ツールとして利用することを試みた。具体的には、NSAIDs などの薬物分
子に感度良く反応して酸素を消費するミトコンドリアの特性を利用し、微粒子製剤など
様々な薬物担体に応用可能な薬物放出のリアルタイム評価系の構築を行った。以上の結果






























第 2 章 非ステロイド性抗炎症薬セレコキシブが 
  ミトコンドリア機能に及ぼす影響 
 




報告されており（Pessayre D. et al., 2012）、mPT はその代表的なメカニズムの一つであ
る。mPT 誘導能を持つ医薬品として報告されているものには序論で言及した NSAIDs の
他に、抗生物質（ニトロフラントイン）、高脂血症治療薬（スタチン類）、抗精神病薬（バ
ルプロ酸ナトリウムやフェノチアジン類）、糖尿病治療薬（トログリタゾン）などが報告さ
れており（Carbonera D. et al., 1988 ; Velho JA. et al., 2006 ; Trost LC. et al., 1996 ; de 





（H2O2）の解毒機構の障害や（Costantini P. et al., 1996 ; Berson A. et al., 2006）、カルシ
ウム非依存性ホスホリパーゼ A2 の活性化（Okuda T. et al., 2010）、ミトコンドリア内膜
に存在するペルオキシダーゼ代謝によるカチオンラジカルの生成（Cruz TS. et al., 2010）
などが報告されている。NSAIDs においては、アセトアミノフェンやその活性代謝物によ
る酸化ストレスの増大（Jiang J. et al., 2015）、ニメスリドやジクロフェナクでは酸化的リ
ン酸化の脱共役に起因する NADP トランスヒドロゲナーゼの活性阻害（Berson A. et al., 
2006 ; Masubuchi Y. et al., 2002）が報告されている。 












す影響については第 3 章で詳細に述べる。 
 
 
第 2 節 実験方法  
 











した。SF6847（sc-200569）は Santa Cruz Biotechnology, Inc.（サンタクルーズ、カルフ
ォルニア州、米国）から購入した。シクロスポリン A（CsA）はナカライテスク株式会社（京
都市、京都府、日本）から購入した。抗‐VDAC 抗体 は CST ジャパン株式会社（千代田
区、東京都、日本）から購入した。抗‐CytC 抗体と抗‐アデニル酸キナーゼ 2（AK2）抗
体は Signalway Antibody（ペアランド、テキサス州、米国）と Santa Cruz Biotechnology, 
Inc.（サンタクルーズ、カルフォルニア州、米国）からそれぞれ購入した。抗‐アルデヒド
脱水素酵素 2（ALDH2）抗体は Abcam（ケンブリッジ、ケンブリッジシャー州、英国）







2.  ラット肝臓ミトコンドリアの調製 
 
単離液（－EDTA、＋EDTA）の調製： 
スクロース 85.58 g（終濃度 250 mM）、Tris 0.242 g（終濃度 2 mM）を 800 mL 程度
の超純水で溶解し、室温で攪拌した。攪拌後、適当な濃度の HCl を滴下して pH を 7.4 に
12 
調整し、超純水で 1000 mL にメスアップした。500 mL を精確に量り取り、ポリプロピ
レン製のメディウム瓶に分注し、使用するまで 4 ℃で保存した（－EDTA 単離液）。残っ
た 500 mL の－EDTA 単離液から 5 mL の溶液を引き抜き、100 mM EDTA-2Na（pH 7.4） 





 スクロース 34.23 g（終濃度 200 mM）、1 M MgCl2 1 mL（終濃度 2 mM）、100 mM 
EDTA-2Na（pH 7.4）5mL（終濃度 1 mM）、1 M リン酸カリウム（K-Pi）緩衝液 5 mL
（終濃度 10 mM）を 400 mL 程度の超純水に加え、室温で攪拌した。攪拌後、適当な濃
度の KOH を滴下して pH を 7.4 に調整し、500 mL にメスアップした。良く混和させ




の肝臓から単離した（Yamada A. et al., 2009 ; Kawashima S. et al., 2011）。脱血死させた
ラットを解剖して肝臓を取り出した後、＋EDTA 単離液で良く洗いこんだハサミを使用し
て細かく細断した。細断した肝臓片を 50 mL のポッター型ホモジナイザーに移し、ホモジ
ナイズ（520 rpm）を行った。得られたホモジネートを 200 mL のメスシリンダーに移し
液量が肝重量の 10 倍量になるまで＋EDTA 単離液を加えメスアップした。このホモジネ
ートを 3 つの遠心管に均等に分注し、遠心（800 × g、5 分、4℃）した。遠心後の上清を
デカントで別の遠沈管に移し、遠心（6,800 × g、10 分、4℃）してミトコンドリア画分を
得た。この画分を＋EDTA 単離液で懸濁し 20 mL のポッター型ホモジナイザーに移して
手動でホモジナイズした後、高速遠心（17,400 × g、10 分、4℃）し、層分離したライトミ
トコンドリアを除去することでヘヴィミトコンドリアのみを精製した。得られたヘヴィミ
トコンドリアの沈殿を－EDTA 単離液で良く懸濁し、15 mL のポッター型ホモジナイザー
を用いて手動でホモジナイズした後、再び高速遠心（17,400 × g、10 分、4℃）を行った。









ミトコンドリア RCI の測定： 
ミトコンドリアの状態を評価する指標である RCI は下記の式で定義されており、一般的
に RCI 値が 5 ~ 8 のミトコンドリアは状態が良いとされている。本研究では、実験に用
いるミトコンドリアの質を一定以上に保つために、単離したミトコンドリアの RCI 値を測
定している。クラーク型酸素電極（Yellow Spring 5331；Yellow Spring Instrument Co., Inc.、
イエロー・スプリングス、オハイオ州、米国）が付属したキュベット（容積 2.2 mL）に RCI 
測定用のメディウムを 2.2 mL 充填し、電子伝達系複合体Ⅰの阻害剤であるロテノンを 
5.5 μL（終濃度 1 μg / ml）、複合体Ⅱの呼吸基質であるコハク酸（pH 7.4）を 44 μL（終濃
度 10 mM）添加し、攪拌した。1 分後、ミトコンドリア懸濁液をタンパク質濃度として 0.7 
mg / mL になるように添加し、さらに 1 分後、ADP（終濃度 250 μM）を添加して、ATP 
の合成に伴う酸素消費速度（state 3）を測定した。ADP が尽きるまで溶存酸素のモニタリ
ングを継続し、ATP 合成を行っていないときの基礎的な酸素消費速度（state 4）を測定し
た。得られた state 3、state 4 の酸素消費速度から RCI 値を算出した。本研究では RCI 値
が 5.5 以上のミトコンドリアを用いて実験を行った。 
 
RCI = (state3 の酸素消費速度)/(state4 の酸素消費速度) 
 
3.  ミトコンドリア膨潤の観測 
 
ミトコンドリア膨潤観測用無機リン酸メディウム（＋Pi メディウム）の調製： 
 スクロース 34.23 g（終濃度 200 mM）、1 M K-Pi 緩衝液 5 mL（終濃度 10 mM）を 400 
mL 程度の超純水に加え、室温で攪拌した。攪拌後、適当な濃度の KOH を滴下して pH を 
7.4 に調整し、500 mL にメスアップした。良く混和させた後、ポリプロピレン製のメディ
ウム瓶に入れ、使用するまで 4 ℃で保存した。 
 
ミトコンドリア膨潤の観測： 
25 ℃におけるミトコンドリア懸濁液の 540 nm の吸光度の減少を UV‐1800 分光光
度計（株式会社島津製作所、京都市、京都府、日本）を用いた分光光度分析により検証し
た（Shinohara Y. et al., 2002 ; Yamamoto T. et al., 2008）。タンパク質濃度が 0.7 mg / ml 
になるようにミトコンドリアを 2.2 mL の＋Pi メディウム中に懸濁し、呼吸基質としてコ
ハク酸（終濃度 10 mM）とロテノン（終濃度 1 μg / ml）をそれぞれ添加した。NSAIDs も




4.  ミトコンドリア機能の解析 
 
セレコキシブがミトコンドリア呼吸に与える影響の解析： 
ミトコンドリアの ATP 合成や内膜に形成された H+ 勾配の解消に応じて変化するミト
コンドリアの酸素消費をクラーク型酸素電極を用いて測定した（Shinohara Y. et al., 2002 ; 
Yamada A. et al., 2009 ; Kawashima S. et al., 2011）。基本的な操作はミトコンドリア RCI 
を測定する際と同様の方法で行ったが、ミトコンドリア懸濁液は +Pi メディウムで調製し、
この懸濁液の溶存酸素の変化を指標に state4 、state3 、セレコキシブの脱共役作用など
の検討を行った。   
 
5.  ミトコンドリアから放出されるタンパク質の解析 
 
ドデシル硫酸ナトリウム‐ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）： 
SDS-PAGE は 12.5 % または 15.0 % ゲルを用いて Laemmli の方法に従って行った
（Laemmli UK., 1970）。ミトコンドリアを 200 μM のセレコキシブ共存下でインキュベー
ション（10 分、25 ℃）した後、反応液を遠心し（13200 rpm、4 ℃、5 分）上清画分と
沈殿画分を得た。得られたミトコンドリアタンパクを含む上清、沈殿サンプルを 1 % SDS、
1 % ジチオトレイトール、10 % グリセロール を含む 25 mM Tris-HCl（pH 6.8）に溶解
し、5 分煮沸した。ミトコンドリアタンパク可溶化液（タンパク量として 10.5 μg）を 




ウエスタンブロッティングは Towbin らの方法に従って行った（Towbin H. et al., 1979）。
SDS-PAGE 後のゲル中のタンパク質をニトロセルロースメンブレンフィルタ （ーNCF）に
セミドライ式ブロッティング装置（ホライズブロット 2 M、アトー株式会社、台東区、東
京都、日本）を用いて転写した（20 V、144 mA、1 時間）。次に、転写後の NCF を 1% ス
キムミルク（ナカライテスク株式会社、京都市、京都府、日本）を含む Tween 溶液（150 
mM NaCl、0.05% ポリオキシエチレンソルビタンモノラウラート（Tween 20）、20 mM 
Na-Pi（pH7.4））中で室温、1 時間インキュベーションし、膜上のタンパク質非吸着部分を
ブロッキングした。ブロッキング終了後、 NCF をスキムミルク及びウサギ由来の一次抗
体（抗‐VDAC、‐CytC、‐AK2、‐ALDH2、‐HMGCS2、‐ANT 抗体）を含む Tween 
溶液に移し、室温で 1 時間インキュベーションした。NCF 膜を Tween 溶液にて 3 回洗
浄後、西洋ワサビ由来ペルオキシダーゼ結合ロバ抗ウサギ IgG 抗体を含む Tween 溶液中
に移し、室温で 1 時間インキュベーションした。NCF を Tween 溶液にて 5 回洗浄した
後、ECL 検出試薬（GE ヘルスケア、日野市、東京都、日本）を添加し、ペルオキシダー
15 
ゼ活性により生じた化学発光を ImageQuant LAS 4000 mini（富士フイルム株式会社、港
区、東京都、日本）を用いて検出した。 
 




懸濁して使用するまで 4 ℃で保存した。使用時血液を遠心（3,000 rpm、3 分、4 ℃）し
て上清と軟膜を除去し、赤血球をリン酸緩衝生理食塩水（PBS：137 mM NaCl、1.47 mM 
KH2PO4、8.10 mM Na2HPO4･12H2O、2.68 mM KCl、pH 7.4）で 3 回洗いこみを行った。
洗浄した赤血球を 0.5 %（v/v）になるように、セレコキシブを溶解した PBS に添加した。
100 % 溶血のコントロールとして脱イオン水をセレコキシブ溶液の代わりに用いた。薬物
を混和した赤血球溶液を 37 ℃で 90 分インキュベーションした後、遠心分離（3,000 rpm、
5 分、4 ℃）して得られた上清の 540 nm における吸光度を マイクロプレートリーダー 
Infinite M200（TECAN、メンネドルフ、チューリッヒ州、スイス）を使用して測定した






（Yamamoto T. et al., 2014）。全量 7.6 mgの POPC をクロロホルムに溶解し窒素ガスを
用いて乾燥させた後、真空中で 2 時間静置し、残ったクロロホルムを完全に除去した。1 mL 
の カルセイン溶液（60 mM カルセイン、200 mM スクロース、10 mM K/Pi 緩衝液、pH 
7.4）を添加し 30 分間水和させることでリン脂質二重膜を形成させた。水和溶液をミキサ
ーにて混和し、多重膜リポソーム（MLV）に形成した。作製した MLV を Mini-Extruder
（Avanti Polar Lipids、アラバスター、アラバマ州、米国）を使用して 80 ℃下で 100 nm 
ポリカーボネート膜に 11 回通し Cal-LUV を得た。余分なカルセインは Cal-LUV 懸濁
液をセファデックス‐G25 カラム（GE ヘルスケア、日野市、東京都、日本）に 2 回通す
ことで取り除いた。Cal-LUV の含有リン脂質量はラボアッセイりん脂質（和光純薬工業株
式会社、大阪市、大阪府、日本）を使用して定量した。セレコキシブなどの試験化合物を
含む Cal-LUV を＋Pi メディウムに懸濁し、25 ℃、60 分でインキュベーションし、200 
µL の懸濁液について Gemini XPS（Molecular Devices LLC.、サニーベール、カルフォル




第 3 節 結果 
 
1.  ミトコンドリアの膨潤を誘導する NSAIDs のスクリーニング 
 
種々の NSAIDs についてミトコンドリア膨潤誘導能を検証した（表 2-1）。セレコキシ
ブ（200 μM）は Ca2+ と同様にミトコンドリア膨潤を誘導し、96.1 %（100 μM Ca2+ 添加
時を 100% として）の吸光度減少（ΔAbs540）が観察された。メフェナム酸（200 μM）に
おいても顕著な膨潤が観測され、ΔAbs540 は 72.7 % であった。他の NSAIDs では弱い
ミトコンドリア膨潤誘導が観測されフェンブフェン（200 μM）、ジクロフェナク（200 μM）、






表 2-1  NSAIDs によって誘導されるミトコンドリアの膨潤 
 
      ΔAbs540（%）  
Ca2+   100.0  
セレコキシブ   96.1 ± 7.7 
メフェナム酸   72.7 ± 20.1 
フェンブフェン   26.6 ± 16.3 
ジクロフェナク   15.3 ± 10.3 
エトドラク    9.1 ± 9.4 
サリチル酸    8.7 ± 4.8 
ロキソプロフェン   5.1 ± 5.7 
ナプロキセン   11.2 ± 4.8 
アセチルサリチル酸   4.3 ± 0.3 
インドメタシン    6.7 ± 1.3 
イブプロフェン      6.4 ± 4.2 
ピロキシカム    0.1 ± 5.0 
メロキシカム    0.1 ± 6.4 
 
ミトコンドリアの膨潤は 540 nm の吸光度減少（ΔAbs540）を指標に検証した。 
Ca2+（100 µM）の添加により観測される 10 分間の ΔAbs540 を 100 % として示している。種々




2.  セレコキシブがミトコンドリア膨潤へ及ぼす影響 
 
無機リン酸（Pi）は Ca2+ による mPT の誘導において必須な因子である。Ca2+（100 μM）
をミトコンドリア懸濁液に添加するとミトコンドリア膨潤を誘導し、540 nm の吸光度を減
少させる（図 2-1 A、実線）。Pi 非存在下では、Ca2+ の添加による著しい吸光度の変化は
見られない（図 2-1 A、一点鎖線）。また、CsA（1 µM）は Ca2+ による吸光度変化を完全
に抑制した（図 2-1 A、点線）。セレコキシブ（20－200 μM）は濃度依存的に 540 nm の
吸光度を減少させた（図 2-1 B）。セレコキシブによって誘導された吸光度の減少は CsA（1 




図 2-1  ミトコンドリア膨潤の特性 
 ミトコンドリア（Mt）を＋Pi メディウムに懸濁し（タンパク質濃度として 0.7 mg / mL）、
コハク酸（10 mM）及びロテノン（1 μg / mL）を呼吸基質として添加し、540 nm 吸光度変化
をモニターした。Mt を添加後、100 μM Ca2+（図 2-1 A、実線）、または、20－200 μM のセレ
コキシブ（図 2-1 B、実線）を添加した。Pi の影響を評価するために、Pi をメディウムから除
いた条件（図 2-1 A、一点鎖線）、CsA の影響を評価するために CsA をメディウムに添加した






れていることから（Beatrice MC. et al., 1980 ; Lal N. et al., 2009 ; Petronilli V. et al., 
1993）、著者は Ca2+ とセレコキシブがミトコンドリア酸素消費に及ぼす影響を検証した。
Ca2+（100 μM）は PTP を開口させて脱共役を誘導し、ミトコンドリアの酸素消費を著し
く増加させた（図 2-2 A）。この Ca2+ が誘導する脱共役は CsA（1 μM）の添加により完
全に抑制された（図 2-2 A）。PTP の開口による酸素消費の促進を抑制するために、ミトコ
ンドリアを CsA（1 μM）で前処理した後、セレコキシブの脱共役活性を検証した。基礎酸
素消費速度（state 4）は 32.3 natomsO / mg / min（図 2-2 B、0 µM セレコキシブ）とな
18 
り、SF6847（100 nM、脱共役のポジティブコントロール）の添加により 151.6 natomsO / 
mg / min まで増加した（図 2-2 B）。セレコキシブは濃度依存的に酸素消費速度を増加さ
せ（6.3－200 μM）（図 2-2 B）、200 μM セレコキシブによる酸素消費速度は 96.8 natomsO 
/ mg / min となり、これは SF6847 による酸素消費速度促進の 54.0 % であった。さらに、
セレコキシブは SF6847 が誘導する脱共役を 100 μM で 34.2 %、200 μM で 78.1 % と
それぞれ阻害した（図 2-2 C）。この結果は、セレコキシブが電子伝達系機能を阻害する可
能性を示唆している。エネルギー産生はミトコンドリアの主要な機能であり、state 3 にお
ける酸素消費速度はミトコンドリア ATP 合成の指標となる。セレコキシブが state 3 の
酸素消費速度に及ぼす影響を検証した結果、セレコキシブは濃度依存的に state 3 を阻害




図 2-2  セレコキシブがミトコンドリア機能へ及ぼす影響 
ミトコンドリア酸素消費速度を指標にセレコキシブの脱共役作用を検証した。図 2-1 と同様
の条件でミトコンドリア懸濁液を調製し、Ca2+（100 μM）がミトコンドリア酸素消費速度に与
える影響を検証した（パネル A）。Ca2+ による酸素消費は CsA（1 μM）により完全に抑制され
た。コントロールの直線は state 4 酸素消費速度を示している。ミトコンドリアを CsA（1 μM）
で前処理し PTP の開口による酸素消費を抑制した後、セレコキシブ（6.3－200 μM）の添加に
よる酸素消費速度の変化を検証した（パネル B、実線）。SF6847（100 nM）は脱共役作用のポ







図 2-3  セレコキシブの state 3 酸素消費阻害作用の検証 
ミトコンドリアを＋Pi メディウムに懸濁し（タンパク質濃度 0.7 mg / mL）、コハク酸（10 
mM）、ロテノン（1 μg / mL）を呼吸基質として添加した。次いで、ADP（1 mM）を添加し、
ATP 合成に伴う酸素消費速度（state 3）を検証した。セレコキシブ（0‐200 μM）を ADP を
含むミトコンドリア懸濁液に添加し、セレコキシブが state 3 に及ぼす影響を検証した。state 3 
の阻害作用（%）を独立した実験を 3 回試行して得られた平均値± SD 値として示した。 
 
 
4.  セレコキシブによるミトコンドリアからのタンパク質放出 
 
SDS-PAGE による解析の結果（図 2-4 A、B）、50 μM 以上のセレコキシブの添加によ
り、上清サンプルにバンドが検出され（図 2-4 B、レーン 8‐10）、ミトコンドリアの構成
タンパク質がセレコキシブによる膨潤誘導によって放出されていることが示唆された。タ
ンパク質の放出が最も顕著であった 200 μM のセレコキシブと反応させたミトコンドリア
サンプルについてウエスタンブロッティング解析を行った結果、ミトコンドリア外膜マー
カータンパク質である VDAC のバンドは上清に検出されず、沈殿中のみに検出された（図 
2-4 C、4 D、レーン 3）。また、膜間スペースに存在するタンパク質である CytC と AK2 
に関しても、上清中に検出されなかった（図 2-4 D、レーン 3）。一方、ALDH2 や HMGCS2 
などのマトリクスタンパク質は上清中に検出された（図 2-4 D、レーン 3）。HMGCS2 は
完全にマトリクスから放出され、沈殿にバンドは検出されなかった（図 2-4 C、レーン 3）。
内膜に局在するタンパク質である ANT のバンドは沈殿中にのみ検出された（図 2-4 D、
レーン 3）。内因性の mPT 誘導因子である Ca2+ は膜間タンパク質である CytC、AK2 及
びマトリクスタンパク質 ALDH2、HMGCS2 を 100 µM 濃度で放出させ、これらのバン





図 2-4  ミトコンドリアの各区画からのタンパク質放出特性 
セレコキシブと反応させたミトコンドリアについて SDS-PAGE 及びウエスタンブロッティ
ング解析を行った（沈殿：図 2-4 A、4 C、上清：図 2-4 B、4 D）。サンプルの調製は図 1 と
同様の条件で行った。図 2-4 A 及び 4 B の各レーンは、分子量マーカータンパク質（レーン 1）、
未処理のミトコンドリア（レーン 2）、100 μM Ca2+ で処理したもの（レーン 3）、セレコキシ
ブで処理したサンプル（3.1 μM：レーン 4、6.3 μM：レーン 5、12.5 μM：レーン 6、25 μM：
レーン 7、50 μM：レーン 8、100 μM：レーン 9、200 μM：レーン 10）を示している。ミト
コンドリアから放出されるタンパク質を抗‐VDAC、‐CytC、‐AK2、‐ALDH2、‐HMGCS2、
‐ANT 抗体を用いて検証した（図 4 C、4 D）。図 4 C、4 D の各レーンは未処理のミトコンド












セレコキシブの添加により赤血球の溶血が確認され、溶血率は 4.0 %（50 μM）、55.8 %（100 
μM）、93.6 %（200 μM）であった（表 2-2）。カルセインを封入した POPC リポソームを
用いた検証では、カルセインの放出がセレコキシブの添加により観測された。カルセイン
の放出率は 23.7 %（50 μM）、79.3 %（100 μM）、90.1 %（200 μM）であった（表 2-2）。 
 
表 2-2  セレコキシブがリン脂質膜へ及ぼす影響   
 
セレコキシブ（μM）  赤血球（%） POPC-リポソーム（%） 
0          0.0 ± 0.0     0.0 ± 0.0  
50          4.0 ± 0.7    23.7 ± 1.5  
100        55.8 ± 3.4    79.3 ± 4.6  
200        93.6 ± 1.9    90.1 ± 4.3  
 
生体膜からの 100 % 溶出は赤血球では脱イオン水、POPC-リポソームでは 1 % triton X-100 
で処理することで算出した。種々の濃度のセレコキシブ共存条件における、ヘモグロビン（赤血
球）及びカルセイン（POPC-リポソーム）の漏出率（%）を示した。なお、結果は独立した実験
を 3 回試行して得られた平均値± SD 値として示した。 
 
 
第 4 節 考察 
 
NSAIDs は抗炎症や抗鎮痛作用を期待して使用されているが、肝障害や消化管障害、腎
障害、心毒性などいくつかの副作用を惹起すると考えられている（Bessone F., 2010 ; 
Graham DY. et al., 2005 ; Harirforoosh S. et al., 2013 ; Musu M. et al., 2011 ; Unzueta A. 
et al., 2013）。このうち肝障害は、肝ミトコンドリア機能の障害に起因する可能性が示唆さ
れてきた（Pessayre D. et al., 2012 ; Vuda M. et al., 2016）。Ca2+ は PTP を開口させる因
子として知られており、内膜の透過性の亢進に伴うミトコンドリア膨潤の誘導はその機能









セレコキシブは 200 μM まで濃度依存的にミトコンドリアを膨潤させ、CsA によって膨潤
は抑制されなかった（図 2-1）。この結果は、セレコキシブが Ca2+ （PTP の開口）とは異
なる機構で、ミトコンドリア膨潤を誘導していることを示唆している。セレコキシブは脱





ないが SF6847 単独ではミトコンドリア膨潤を誘導しないことから、セレコキシブは 
SF6847 とも異なる機構でミトコンドリア膜機能を修飾していると考えられた。さらに、
セレコキシブは濃度依存的に SF6847 によるミトコンドリアの酸素消費を抑制した（図 




制していることを示唆している。また、セレコキシブが ATP 合成時に観測される酸素消費 






ALDH2 および HMGCS2 の遊離が確認された（図 2-4）。セレコキシブによるマトリクタ
ンパク質の放出量は、Ca2+ による PTP 開口時のタンパク質放出量よりも多く、セレコキ
シブの添加によりミトコンドリアの性質（形態、機能）が強く修飾されることが示唆され
た。外膜、内膜及び膜間の構成タンパク質の放出はセレコキシブの添加により観察されず、
セレコキシブは Ca2+ が誘導する mPT とは異なる膜透過機構を示すと考えられた。セレ
コキシブの添加により CytC の放出は観測されず、セレコキシブがミトコンドリアを介し
て Ca2+ 様のアポトーシスを誘導しない可能性が示唆された。また、セレコキシブは濃度
依存的に溶血活性を示し、200 μM のセレコキシブで 93.6 % の赤血球が溶血した（表 2-2）。
また、セレコキシブは POPC-リポソームからのカルセイン放出を促進し、200μM の添加
















第 3 章 
 
N - Phenylanthranilic Acid 骨格を構造中に有する 






















第 3 章 N - Phenylanthranilic Acid 骨格を構造中に有する NSAIDs が 
ミトコンドリア透過性遷移に及ぼす影響 
 
第 1 節 緒言 
 
  第 2 章では、セレコキシブと同様にメフェナム酸（MEF）が強いミトコンドリア膨潤




が必要である（NIH LiverTox Database Mefenamic Acid Last updated June 23, 2015.）。
フェナム酸系の NSAIDs によるミトコンドリア機能の障害報告は、桝渕らの研究チーム





コンドリアの酸化的リン酸化の阻害や膨潤誘導に関与しないという報告もあり（Li Y. et 
al., 2009）、詳細な mPT 誘導メカニズムについてはまだ明らかになっていない。 
フェナム酸は芳香族アミノ酸の一つであり、N‐フェニルアントラニル酸（NPA）とも
呼ばれる。NPA 骨格を有する NSAIDs としては MEF 以外にもメクロフェナム酸
（MCL）、トルフェナム酸（TOL）、フルフェナム酸（FLU）があり、構造が類似するも
のとしてアリール酢酸系であるジクロフェナク（DIC）が挙げられる。本章では、構造中
に NPA 骨格を有する NSAIDs やその構造関連化合物（図 3-1）が、ミトコンドリア形
態や機能に与える影響について精査し、ミトコンドリア機能へ及ぼす影響の違いから、
MEF を初めとするフェナム酸系 NSAIDs がミトコンドリア機能の障害を惹起するメカ
ニズムを探った。その結果、NPA 骨格を有する薬物と DPA が誘導するミトコンドリア












図 3-1  NPA 構造関連化合物及び脱共役剤 SF6847 の構造 
 
 
第 2 節 実験方法  
 





た。MEF 及び構造関連化合物は DMSO に溶解し－20 ℃ で使用するまで保存した。CsA 
はナカライテスク株式会社（京都市、京都府、日本）から購入した。SF6847（sc-200569）
は Santa Cruz Biotechnology, Inc.（サンタクルーズ、カルフォルニア州、米国）から購
入した。 
 







針（承認番号：第 19 号）に基づいて行った。   
  
3.  NPA 構造関連化合物がミトコンドリア形態に及ぼす影響の解析 
 
第 2 章に記載した方法に従い、ミトコンドリア懸濁液の吸光度変化（540 nm）を指標
にミトコンドリアの膨潤を観測した。＋Pi メディウムにミトコンドリアを懸濁し（0.7 mg 
protein / ml）、ロテノン（終濃度 1 μg / ml）、コハク酸（終濃度 10 mM）を添加した際
の吸光度（540 nm、25 ℃）を UV - 1800 分光光度計（株式会社島津製作所、京都市、
京都府、日本）で測定した。100 μM Ca2+及び種々の濃度の NPA 構造関連化合物を懸濁
液に添加し、反応時間 10 分間における吸光度の変化を観測した。 
  
4.  NPA 構造関連化合物がミトコンドリア機能に及ぼす影響の解析 
 





5.  NPA 構造関連化合物の細胞毒性の評価 
 
 NPA 構造関連化合物がヒト培養細胞の生存に及ぼす影響を検証した。10 ％ ウシ胎仔
血清及び抗生物質（ペニシリン G およびストレプトマイシン）を含むロズウェルパーク
記念研究所 1640 培地（RPMI 1640 培地：日水製薬株式会社、台東区、東京都、日本）
中で、ヒト血球・リンパ系細胞株（THP-1：国立研究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研
究所 JCRB 細胞バンク、茨木市、大阪府、日本）を 37 ℃ 、5 ％ CO2 下で培養した。
培養した THP-1 細胞を血清を含んでいない RPMI 1640 培地で 6.0 × 105 cells / well 
になるように懸濁し、96 well 細胞培養プレートに 50 μL ずつ播種した。THP-1 細胞に
終濃度が 0‐1000 μM になるように NPA 構造関連化合物を 50 μL 添加し、1 時間培養
した。培養後、Cell Counting Kit-8（株式会社同仁化学研究所、上益城郡、熊本県、日本）
を用いて細胞内の脱水素酵素活性を指標に細胞生存率（%）を評価した。また、細胞毒性













A：細胞生存率 50 % を挟む高い濃度 
B：細胞生存率 50 % を挟む低い濃度 
C：濃度 B における細胞生存率 
D：濃度 A における細胞生存率 
29 
 
6.  NPA 構造関連化合物の構造特性の解析 
 
検証に用いた NPA 構造関連化合物（MEF、MCL、TOL、FUL、DIC、NPA、DPA）
及び脱共役剤 SF6847 を CAChe（富士通株式会社、港区、東京都、日本）を用いてモデ




た全ての配座について計算した（Ohkura k. et al., 1999, 2003, 2005）。   
 
 
第 3 節 結果 
 
1.  NPA 構造関連化合物がミトコンドリア形態に及ぼす影響の解析 
 
第 2 章でも述べたように、Pi は Ca2+ による mPT の誘導に重要なファクターである。
100 μM Ca2+ の添加は 540 nm における吸光度を減少させるが（図 3-2A、3A）、Pi 非
存在下では吸光度の減少は観測されない（図 3-2A、一点鎖線）。また、2.5 μM の CsA は 
Ca2+ によるミトコンドリア膨潤を完全に抑止した（図 3-2A、点線）。500 μM の MEF は
ミトコンドリアの膨潤を誘導し（図 3-2B、実線）、Ca2+ による刺激と同様に Pi 非存在
下ではミトコンドリアの膨潤は観測されず、Pi 存在下にて誘導された膨潤は CsA（2.5 
μM）の添加で抑制された。データは示していないが、DPA を除く他の構造関連化合物に
ついても同じく Pi 要求性及び CsA 感受性のミトコンドリア膨潤が誘導された。一方、
500 μM の DPA は MEF と同様にミトコンドリアを膨潤させたが（図 3-2C、実線）、
CsA によって抑制されなかった（図 3-2C、点線）。また、DPA によるミトコンドリアの
膨潤は Pi 非存在下においても抑制されなかった（図 3-2C、一点鎖線）。次に、これらの 
NPA 構造関連化合物についてミトコンドリア膨潤の濃度依存性を検討した。Pi 存在下、
反応時間 10 分の条件下で、MEF は 540 nm の吸光度を 100－200 μM の添加で著しく
低下させた（図 3-3B）。MCL の膨潤反応は低濃度から観測され、100 µM 以上の濃度で
吸光度の減少は頭打ちとなった（図 3-3C）。TOL は 20 µM までほとんどミトコンドリ
アを膨潤させなかったが、50 µM の添加で急激に吸光度を減少させた（図 3-3D）。FLU は 
TOL と似たような反応性を示し、100 µM の添加で急激な吸光度の減少が観測された（図 
3-3E）。DIC や NPA では弱いミトコンドリア膨潤作用が 200 μM まで観測された（図 







図 3-2  MEF 及び DPA のミトコンドリア膨潤特性 
ミトコンドリア（Mt）をタンパク質濃度として 0.7 mg / ml になるように+ Pi メディウム
に懸濁し、コハク酸（10 mM）、ロテノン（1 μg / ml）を呼吸基質として添加した条件で 540 nm 
の吸光度変化を検証した。Mt 添加後、100 μM Ca2+（A: 実線）、500 μM MEF（B：実線）、
500 μM DPA（C：実線）を添加した。Pi と CsA の影響を検証するために、Pi を除いた条件






図 3-3  NPA 構造関連化合物のミトコンドリア膨潤の濃度依存性 
種々の濃度の Ca2+ 若しくは NPA 構造関連化合物を添加し、10 分後の 540 nm における
吸光度減少量（ΔABS 540nm）を検証した。実験は、図 3-2 と同様の条件で行い、A：Ca2+、B：
MEF、C：MCL、D：TOL、E：FLU、F：DIC、G: NPA、H: DPA として示した。なお、結
果は独立した実験を 3 回試行して得られた平均値±標準誤差（SEM）値として示した。 
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酸素消費速度（state 4）は 25.8 ± 1.6 natomsO / mg / min となり（図 3-4A、実線）、SF6847
（100 nM、脱共役剤のポジティブコントロール）の添加により 116.1 ± 4.8 natomsO / mg 
/ min まで増加した（図 3-4A、点線）。MEF（200 µM）は 100 nM の SF6847 添加時
と比較して 52.8% の酸素消費の促進を示した（図 3-4A、一点鎖線）。この酸素消費は 500 
µM MEF では state 4 と同程度になり、高濃度においては酸素消費の促進は観測されな
かった。同じく MCL、TOL、FLU の酸素消費の促進作用も濃度依存的に消失し（図 3-4B）、
500 µM の添加で state 4 と同程度かそれよりも小さい速度になった（図 4B、黒色カラ
ム）。DIC 及び NPA （200 µM）は MEF（200 μM）と同程度に酸素消費を促進させた。






図 3-4  NPA 構造関連化合物の脱共役作用  
NPA 構造関連化合物のプロトノフォアとしての作用を確認するために、ミトコンドリア酸
素消費に及ぼす影響を検証した。パネル A はミトコンドリア懸濁液中（図 2 と同様の実験条
件）の溶存酸素の変化を示しており、PTP の開口による酸素消費の加算を防止するため、CsA
（2.5 µM）存在下で実験を行った。実線は state 4 酸素消費速度を示しており、一点鎖線は 
MEF（50 ― 500 µM）添加時、点線は脱共役作用のポジティブコントロールである SF6847
（SF、100 nM) を添加した時の溶存酸素の変化を示している。パネル B は 検証した NPA 構
造関連化合物（50 µM：白色カラム、200 µM：灰色カラム、500 µM：黒色カラム）を添加し
た時の酸素消費速度を示している。コントロール（state 4）及び SF6847 を添加した時の酸
素消費速度は斜線のカラムとして示した。なお、結果は独立した実験を 3 回試行して得られ





3. ミトコンドリア電子伝達系への NPA 構造関連化合物の影響の解析 
 
電子伝達系への NPA 構造関連化合物の影響を検証するために、SF6847（100 nM）で
処理し完全に脱共役したミトコンドリアを＋Pi メディウム中で呼吸基質とともにインキ
ュベートし、酸素消費の促進を観測した（図 3-5A、実線）。MEF は濃度依存的に SF6847 
で処理したミトコンドリアの酸素消費を阻害した（図 3-5A、50、200、500 µM）。他の構
造関連化合物も SF6847 で処理したミトコンドリアの呼吸活性を濃度依存的に阻害した
（図 3-5B）。200 µM の MEF、MCL、TOL、FLU、DIC、NPA、DPA は各々 SF6847 






図 3-5  NPA 構造関連化合物によるミトコンドリア電子伝達系の阻害作用の評価 
SF6847（SF、100 nM）を添加し完全に脱共役させたミトコンドリアを解析に用いて電子伝
達系へ及ぼす影響を検証した（パネル A、実線）。PTP の開口による酸素消費費の増加を抑制
するため、実験は CsA（2.5 µM）存在下で行った。パネル A の点線は 50、200、500 µM の 
MEF を添加した時の酸素消費速度を示している。一点鎖線は SF 非存在下（−SF）における
ミトコンドリア基礎呼吸（state 4）である。パネル B には NSAIDs のミトコンドリア酸素
消費速度の阻害作用をまとめた（50 µM：白色カラム、200 µM：灰色カラム、500 µM：黒色





4.  NPA 構造関連化合物の細胞毒性の評価 
 
ミトコンドリア機能の障害性と細胞毒性との関連を検証するため、ヒト血球・単球系細
胞株 THP-1 を用いて NPA 構造関連化合物（0‐1000 μM）の細胞毒性試験を行った。
結果、NPA 骨格を有する NSAIDs において濃度依存的な細胞毒性が観察され（図 3-6）、
LD50（μM）は MEF（354.6）、MCL（138.0）、TOL（104.4）、FLU（182.9）、DIC（654.6）、
NPA（525.4）であった。一方、DPA は THP-1 細胞の生存率に影響を及ぼさなかった。
次に、NPA 構造関連化合物が THP-1 細胞の形態に及ぼす影響を検証した。DPA を除い
た構造関連化合物において、細胞形態の異常（縮小化や内容物の漏出）が観察され、図 3-7 
に代表例として変化が顕著であった TOL、MCL の顕微鏡像を示した。DPA を共存させ




図 3-6  NPA 構造関連化合物が THP-1 細胞の生存に及ぼす影響 
 NPA 構造関連化合物の THP-1 細胞に対する毒性を検証した。6.0 × 105 cells / well の 
THP-1 細胞を 0‐1000 μM の薬物共存下で 1 時間培養した後、細胞内の脱水素酵素活性を
指標に細胞の生存率を評価した。培養細胞に PBS のみ添加した条件を 100 % 生存、1 % SDS 
により完全に細胞を溶解させた条件を 0 % 生存の指標とし、各薬物濃度に対応する細胞の生












図 3-7  NPA 構造関連化合物が THP-1 細胞の形態に及ぼす影響 
 NPA 構造関連化合物を THP-1 細胞に添加して 4 時間培養した後、倒立顕微鏡（CKX41：
オリンパス、新宿区、東京都、日本）を用いて細胞形態を観察した。代表的な例として TOL、
MCL、DPA を 0‐1000 μM で共存させた際の顕微鏡像を示した。0 μM はコントロールとし
















5.  NPA 構造関連化合物の分子特性の解析 
 
NPA 構造関連化合物の配座解析は CONFLEX を用いて検証した（Ohkura K et al., 
2003, 2005)。MEF では 163 個の配座異性体が検出され、配座間のエネルギーレベルは 
−6.39 ～ −1.89 kcal / mol であった（図 3-8A）。他の構造関連化合物においても多数の配
座が検出された（MCL（図 3-8C: 75 配座、6.39 ～ 10.11 kcal / mol）、TOL（図 3-8E: 114 
配座、−7.64 ～ 0.12 kcal / mol）、FLU（図 3-8G: 配座、−4.35 ～ 0.77 kcal / mol)、DIC
（図 3-8I: 65 配座、1.86 ～ 8.88 kcal / mol）、NPA（図 3-8K: 24 配座、−9.75 ～ −4.39 
kcal / mol）、DPA（図 3-8M: 28 配座、−3.875～−0.538 kcal / mol））。DIC の解析では急
激な構造変化を伴うエネルギージャンプポイントが観測された（図 3-8I、矢印）。立体疎
水性度の指標の 1 つである溶媒和自由エネルギー（dGW：より低い dGW 値は高い疎水
性度を示している）を分子軌道計算を用いて算出したところ（Ohkura K et al., 1999, 2007, 
2009）、図 3-8B に示した MEF の dGW プロファイル（−66.84 ～ −47.66 kJ / mol）
を得た。配座毎に様々な dGW 値が得られ、NPA 骨格を有する化合物はその立体構造の
変化によって疎水性度を大きく変化させていることが明らかになった。dGW 解析におい
て MCL（−66.27 ～ −54.68 kJ / mol）、FLU（−78.06 ～ −58.35 kJ / mol）、NPA（−70.06 
～ −53.29 kJ / mol）の解析値が得られ、dGW 値が極小値を示す配座群が得られた（図 
3-8D、H、L、点線円）。TOL（図 3-8F、−75.54 ～ −50.30 kJ / mol）、DIC（図 3-8J、
−75.74 ～ −57.54 kJ / mol）では dGW 値の極小群は得られず、dGW 値は様々な値をと
った。DPA の dGW 解析では、配座による dGW 値の変動はごくわずかであった（−27.14 
～ −24.02 kJ / mol）。強力な脱共役剤である SF6847 では 127 個の配座が検出され、






図 3-8  NPA 構造関連化合物の分子特性の解析 
NPA 構造関連化合物の配座解析は CONFLEX を用いて行った。得られた配座をエネルギ
ー順位に従って並べたパネルを A、C、E、G、I、K、M、O に示した。各構造関連化合物の
溶媒和自由エネルギー（dGW）は MOPAC を使用して算出した。エネルギー順位に従って並
べた配座に対応する dGW 値をパネル B、D、F、H、J、L、N、P に示した。 
 
 
第 4 節 考察 
 




化が誘導される（図 3-2A）。MEF（200 µM）、MCL（100 µM）、TOL（50 µM）、FLU
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（100 µM）の添加により、顕著な 540 nm の吸光度の減少が観測され、ミトコンドリア
の膨潤が誘導された（図 3-3B–E）。また、DIC（200 µM）、NPA（200 µM）、DPA（200 
µM）の添加では、より緩やかな膨潤が誘導された（図 3-3F–H）。これら NPA 構造関連
化合物によるミトコンドリアの膨潤は DPA を除いてすべて CsA により抑制され（図 
3-2B 対 C、点線）、この結果から DPA がミトコンドリア膜に他の関連化合物とは異なる
影響を与えていると考えられた。さらに、Pi の存在は DPA を除く関連化合物による 
mPT の誘導に必須であることが明らかになり（図 3-2C、一点鎖線）、フェナム酸系の 
NSAIDs によるミトコンドリアの膨潤メカニズムが Ca2+ と同様 PTP を介したもので
ある可能性が強く示唆され、PTP の開口に NPA 骨格が必須な構造要因であることが明
らかとなった。   
ミトコンドリア内膜の透過性はイオン輸送やエネルギー代謝の制御に密接に関係してい
る。内膜の H+ 輸送と協調している ATP 合成機構はミトコンドリア内膜の透過性亢進に
より機能が損なわれ、これは肝障害の発生機序の一つとして考えられている。MEF（200 
µM）は SF6847（100 nM）と比べて 52.8 % の脱共役活性を示した（図 3-4B）。MCL、
TOL、FLU は 50 µM で MEF（200 μM）と同程度の作用を示し、濃度依存的に脱共役
活性が低下した（50－500 µM）。この脱共役活性の低下は、これらの NSAIDs によって
電子伝達系が阻害されている可能性を示唆しており、実際に電子伝達系機能を濃度依存的
に阻害していた（図 3-5B）。これまでの結果から、NPA 骨格を有する NSAIDs はミト
コンドリアに対して、脱共役活性（図 3-4）と電子伝達系の阻害作用（図 3-5）の 2 つの
活性を持つことが明らかになった。一方、DPA はミトコンドリア膜に対して脱共役作用











えると考えられる。SF6847 は 127 個の配座異性体を持ち、それらの dGW 値は配座に







出され、dGW 値は配座間で大きく変化した（図 3-8B）。100 μM を超える濃度でないと 
MEF が反応を示さないことから、ミトコンドリア内膜と相互作用しやすい MEF の配座
の存在確率は低いと考えられた（図 3-3B）。200 μM まで濃度を上昇させることで、膜と
相互作用しやすい MEF 配座の比率が増加し、ミトコンドリアに強い膨潤が誘導されてい
ると考えられた。MCL は多くの極小 dGW 値を示す配座を有し、この配座群の dGW 値
の平均（−65.95 kJ / mol、図 3-8D の点線の円領域）は SF6847 の dGW 値と類似して
いた。MCL が低濃度からミトコンドリアの膨潤を引き起こすのは、ミトコンドリアなど
の生体膜と相互作用（図 3-3C）しやすい配座を多数持つことに起因している可能性が示
唆された。また、TOL の dGW 値は多様で（図 3-8F）、ミトコンドリア内膜との相互作
用に適切な疎水性度を有する配座の存在比が少ないことが伺えた。実際、TOL は 50 μM 
未満の濃度まで膨潤を誘導しなかった（図 3-3D）。DIC の dGW 値も多様に変化し、ミ
トコンドリア膜との相互作用に有利な配座異性体は少ないと考えられ（図 3-8J）、200 μM 
の DIC の添加においても膨潤反応は弱いものであった（図 3-3F）。FLU は 3 つの疎水
性度に分類できる dGW 群を有しており、疎水性度の値は最も高い群で平均 −76.99 kJ / 
mol、中間の群で平均 −68.34 kJ / mol、最も低い群で平均 −59.28 kJ / mol の値をとった
（図 6H の灰色の円領域）。これらの 3 つのグループが、SF6847 の平均 dGW 値（−62.92 
kJ / mol）から大きく外れていることから、反応に適切な疎水性度を有する配座比率は少
ないと考えられた。ミトコンドリアの膨潤は、20 μM の FLU を添加するまで観察され
ず（図 3-3E）、50 μM の FLU で弱い膨潤が観測された。NPA の極小 dGW 群は 8 つ
の配座で構成され、その平均（−69.43 kJ / mol、図 3-8L の点線の円領域）は SF6847 の
平均とは異なり、200 μM の添加において緩やかな膨潤が観察された（図 3-3G）。DPA の 
dGW 値はほとんど変化せず（平均値： −24.63 kJ / mol、図 3-8N）、他の NSAIDs の dGW 
と比べて高い値を示したことから、生体膜と相互作用しにくいと考えられた。DPA のミ































第 4 章 薬物送達システム開発への応用展開 
 
第 1 節 緒言 
 







究が進められてきた（米谷 芳枝編集, 2012）。近年、この DDS 分野で、マイクロスフェア
およびナノ粒子と呼ばれる微粒子が薬物担体として利用されている。マイクロスフェアは 





ソーム（Hatakeyama H. et al., 2007 ; Nishikawa K. et al., 2012）やアフィソーム（Puri A. 
et al., 2008）、プロテオリポソーム（Hwang SY et al., 2010）、ペプチドタグ結合リポソー

















第 2 節 実験方法 
 
1.  薬物担体モデル SF6847 封入アルギン酸ゲルビーズの作製 
 
 SF6847 封入アルギン酸ゲルビーズ（SF ビーズ）は、 SF6847 を混和したアルギン酸
ナトリウム水溶液を塩化カルシウム水溶液に滴下して、ゲル化させることで作製した。1 % 
アルギン酸ナトリウム水溶液に終濃度 25 % となるように DMSO を加え混和した後、
SF6847 を終濃度 20 µM になるように添加し、十分に攪拌した。調製した  1 mL の 
SF6847 含有アルギン酸ナトリウム水溶液を、10 mL のゲル化溶液（0.3 M CaCl2、25 % 
DMSO）に 21 G の注射針を装着したシリンジを用いて滴下し、室温で保持（5、10、30、




 アルギン酸ゲルビーズの SF6847 封入効率は、ビーズ作製後のゲル化溶液の吸光度（450 
nm）を測定し、封入されなかった SF6847 量を算出することで評価した。具体的には、
既知濃度の SF6847 をゲル化溶液に混和して希釈列を調製し、450 nm の吸光度を測定す
ることで検量線を作成した。上記に従ってアルギン酸ゲルビーズを作製した後、ビーズを
取り除いたゲル化溶液の 450 nm の吸光度を測定し、検量線からゲル化溶液の SF6847 濃








2.  アルギン酸ゲルビーズから放出される SF6847 のリアルタイムモニタリ
ング 
 
 ミトコンドリア酸素消費を指標に、アルギン酸ゲルビーズからの SF6847 放出をリアル
タイムで観測した。ミトコンドリアの単離は第 2 章に記載した方法で行い、タンパク質濃
度が 0.7 mg / ml になるように RCI メディウムに懸濁した。ミトコンドリア懸濁液に呼吸
基質として 10 mM コハク酸と 1 μg / ml ロテノンを添加した後、アルギン酸ゲルビーズ
から漏出するカルシウムの影響を排除するため、カルシウムユニポーター阻害剤ルテニウ




時的に観測した。また、観測された酸素消費速度を 1 分ごとに測定し、SF6847 濃度と酸
素消費速度の関係図（図 4-4B）から得られた下記の式を用いて、放出された SF6847 の
濃度変化をプロットした。 
 
SF6847 濃度 (nM) =
酸素消費速度 (% of 100 nM SF6847)
6.0295
 (R² =  0.9964 ) 
 
3.  アルギン酸ゲルビーズから放出される NSAIDs のリアルタイムモニタリング 
 
第 3 章で述べたように、フェナム酸系 NSAIDs は脱共役活性を持ち、濃度依存的にミ
トコンドリア酸素消費を増加させる。アルギン酸ゲルビーズに MEF あるいは DIC を封
入し（NSAIDs ビーズ：MEF ビーズ、DIC ビーズ）、ミトコンドリア酸素消費を指標に
ビーズからの NSAIDs 放出を評価した。NSAIDs ビーズは SF ビーズ と同様の方法で作
製したが、滴下したアルギン酸ナトリウム水溶液は NSAIDs を混和したものを使用した
（1 % アルギン酸ナトリウム、10 mM MEF あるいは DIC、5 % DMSO）。作製した 
NSAIDs ビーズ（8 個）をミトコンドリア懸濁液に添加し、懸濁液の溶存酸素の変化をク




MEF 濃度 (μM) =
酸素消費速度 (% of 100 nM SF6847)
0.8333
 (R² =  0.9954) 
DIC 濃度 (μM) =
酸素消費速度 (% of 100 nM SF6847)
0.1182
   (R² =  0.9832) 
 
 
第 3 節 結果 
 
1.  SF6847 を封入したアルギン酸ゲルビーズの作製 
 
作製したアルギン酸ゲルビーズは直径がおよそ 1.5 mm 程度の球体となり、SF6847 の




の増加に伴いビーズ内の SF6847 量が減少し、封入率は 5 分で 51.1 %、10 分で 39.8 %、
43 
 





図 4-1  SF6847 を封入したアルギン酸ゲルビーズ 
 作製したアルギン酸ゲルビーズについて、倒立顕微鏡（CKX41；オリンパス、新宿区、東京
都、日本）を用いて観察した像を示す。SF6847 を混和せずに作製したビーズ（コントロール




図 4-2  アルギン酸ゲルビーズ作製時のゲル化時間が SF6847 封入率へ及ぼす影響 
アルギン酸ゲルビーズを作製する際のゲル化時間と SF6847 の封入率の関係について検証








ルギン酸のゲル化に用いた Ca2+ がビーズから漏出し、mPT が誘導され酸素消費が促進し




ルビーズによる酸素消費の促進は抑制された（図 4-3A、+ 2 μM RR）。次に、RR で前処
理したミトコンドリア懸濁液に SF ビーズを添加したところ、酸素消費の促進が観測され
た（図 4-3B）。ゲル化時間の異なるビーズ（5 分、10 分）を用いて検証した結果、ゲル化





度（トレースの傾き）と SF6847 濃度の関係について検討したところ、酸素消費速度と 
SF6847 濃度に良好な正の比例関係が得られた（図 4-4）。SF ビーズを添加して得られた
曲線型のトレースについて酸素消費速度を 1 分ごとに測定し、図 4-4B のグラフから得ら











RR での前処理により抑制された。パネル B では、RR で前処理したミトコンドリア懸濁液に







図 4-4  SF6847 添加時の酸素消費速度と SF6847 濃度の関係 
  SF6847 を単独で添加した際の酸素消費のトレースをパネル A に示した。パネル B には 
SF6847 濃度と酸素消費速度（100 nM の SF を添加した際の酸素消費速度を 100 % とした）





図 4-5  SF ビーズの薬物放出挙動 
 SF ビーズを添加した際の酸素消費速度を 1 分ごとに測定し、図 4-4B から得られた式を用













あるいは DIC ビーズ の添加により経時的な溶存酸素の減少が観測された。なお、MEF 及
び DIC も、SF6847 と同様に一定の濃度（MEF：0‐30 μM、DIC：0‐100 μM）までは
薬物濃度と酸素消費速度に正の比例関係があることを確認している（データは示さず）。SF 
ビーズと同様に、観測された酸素消費速度から MEF あるいは DIC の濃度を算出し、ア
ルギン酸ゲルビーズからの薬物放出挙動を検証した（図 4-7）。その結果、MEF ビーズ（図 





図 4-6  アルギン酸ゲルビーズから放出される NSAIDs のリアルタイムモニタリング 
SF ビーズのモニタリングと同様に、 RR で前処理したミトコンドリア懸濁液に、NSAIDs 







図 4-7  アルギン酸ゲルビーズから放出される NSAIDs の放出挙動 
 NSAIDs ビーズを添加して得られた酸素消費速度を 1 分毎に測定し、酸素消費速度‐薬物濃
度の関係式から薬物濃度を算出後、時間経過との関係をプロットした。MEF の放出曲線をパネ
ル A に、DIC の放出曲線をパネル B に示した。 
 
 


















り、徐放性の薬物担体としてその放出特性が詳細に研究されている（Elbadawy K., 2010 ; 
Lopes M. et al., 2017）。著者は、内部に SF6847 を保持した SF ビーズを作製した。SF ビ
48 
 
ーズは直径が約 1.5 mm 程の球体となり（図 4-1）、ゲル化時間によって内部に保有する 







消費は抑制された（図 4-3A、+2 μM RR）。この結果から、RR で前処理したミトコンドリ
ア懸濁液を利用することで、アルギン酸ゲルビーズからの SF6847 放出を評価できると考









SF ビーズ添加時の酸素消費速度から 1 分毎に濃度を算出し、SF ビーズの薬物放出曲線
を得た（図 4-5）。その結果、作製条件の異なる SF ビーズで異なる放出挙動が得られ、特




た。そこで、SF6847 と同様に NSAIDs を封入したアルギン酸ゲルビーズ（NSAIDs ビ
ーズ）を作製し、ミトコンドリアの酸素消費を指標にその放出特性の解析を試みた。その
結果、NSAIDs ビーズの添加によりミトコンドリアの酸素消費の促進が観測され（図 4-6）、
ビーズからの NSAIDs 放出を反映していると考えられた。得られた酸素消費速度から 















（Tabata A. et al., 2015）。具体的には、SrtA のペプチド転移反応に不可欠な受容配列（3 
残基以上のオリゴグリシン）を有するリポペプチドを合成してリポソームに挿入し、SrtA 
のペプチド転移反応により転移配列（LPETG）を有する肺癌細胞指向性ペプチドを転移さ















































第 1 節 ミトコンドリアの機能修飾を介した NSAIDs 誘発性肝障害 
 
非ステロイド性抗炎症薬セレコキシブがミトコンドリア機能に及ぼす影響の解析 
 第 2 章では、13 種の NSAIDs からミトコンドリア膨潤を誘導するものをスクリーニ
ングし、コキシブ系 COX-2 選択的阻害薬であるセレコキシブ及びフェナム酸系 COX 非
選択的阻害薬であるメフェナム酸に強いミトコンドリア膨潤活性があることを示した。こ
の章ではセレコキシブについて解析を進め、セレコキシブによるミトコンドリアの膨潤が 



























N - Phenylanthranilic Acid を構造中に有する NSAIDs がミトコンドリア機能に及ぼす影響 
第 3 章では、メフェナム酸をはじめとするフェナム酸系 NSAIDs が誘導するミトコン
ドリア膨潤メカニズムを明らかにするために、7 種類の構造関連化合物を用いて解析を行
った。その結果、フェナム酸系の NSAIDs が Ca2+ と同様に PTP の開口を伴う mPT 
を誘導することを示し、mPT を誘導する最小構造として NPA 骨格が重要であることを
明らかにした。構造中にカルボキシル基を有していない DPA ではミトコンドリアの膨潤
は観測されたものの、Pi 非要求性、CsA 非感受性であったことから、NPA 骨格を有する
化合物とは異なるメカニズムでミトコンドリアの膨潤が誘導されていると考えられる。ま
た、ミトコンドリアの ATP 産生機構へ及ぼす影響の解析において、NPA を構造中に含




化の脱共役や PTP の開口を介した mPT の誘導が細胞死を惹起する上で重要な因子で
あると考えられた。フェナム酸系 NSAIDs が Ca2+ 様の mPT を誘導するメカニズムと
しては、酸化的リン酸化の脱共役による NADP トランスヒドロゲナーゼの活性阻害に起
因する H2O2 除去能の低下が示唆されており（Masubuchi Y. et al., 2002）、実際に本検証
においても脱共役作用を有していない DPA は Ca2+ 様の mPT を誘導しなかった。しか




導される mPT が、カタラーゼの添加により阻害されることが示されており（Masubuchi 
Y. et al., 2002；Velho JA. et al., 2006）、mPT 誘導メカニズムに H2O2 が何らかの形で関
与していると考えられる。近年、薬物がミトコンドリア内膜に存在するペルオキシダーゼ
によって代謝されることで生成したカチオンラジカルが、ミトコンドリア膜タンパク質を
酸化することで mPT を誘導されるメカニズムが提案されている（Cruz TS. et al., 2010）。
また、フェナム酸系 NSAIDs は H2O2 存在下においてセイヨウワサビペルオキシダーゼ
などの基質となり NSAIDs ラジカルを生成することが報告されている（Muraoka S. et 







報告されている（Belikova NA. et al., 2006）。これらの知見から、フェナム系 NSAIDs と
ミトコンドリア膜に存在するペルオキシダーゼとの相互作用の解析を行うことで、mPT 
誘導の詳細なメカニズムが明らかになる可能性が示唆される。 
































面へ肺がん指向性のペプチドを修飾した、モデル DDS を作製し、このモデル DDS がヒ
ト由来肺がん細胞株 A549 に選択的に送達されることを示した。この SrtA を利用した
リポソーム表面の修飾システムを応用して、リポソーム表面に様々な標的分子を結合する
ことで、多様な標的への指向性の付加が可能であると考えられる。 
現在、本邦において死因別死亡率の第 1 位は悪性新生物であり、1 年間に日本人の約 
100 万人ががんに罹患し約 37 万人ががんで亡くなっている（厚生労働省. 我が国の人口
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Exploring the hepatic disorder involved factors: 




 Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are widely used to treat a 
number of disorders associated with pain and inflammation.  NSAIDs are known to 
cause adverse effects such as gastric ulceration and injury to the liver and kidneys.  
Although rare, NSAIDs have been reported to induce fulminant hepatitis.  Certain 
NSAIDs impair cellular function by acting on mitochondria, and the relationship 
between hepatic damage and mitochondrial dysfunction has been examined.   
 I investigated the effects of several NSAIDs on mitochondrial function, and 
observed celecoxib-induced mitochondrial swelling.  Celecoxib dose-dependently 
induced mitochondria swelling, which was not suppressed by cyclosporine A (CsA).  
The oxygen consumption rate in mitochondria-suspended solution was facilitated by 
the addition of celecoxib, and its uncoupling activity was observed.  Celecoxib also 
suppressed SF6847-induced uncoupling, and appeared to exert inhibitory effects on the 
electron transport chain.  Celecoxib suppressed the state 3 oxygen consumption rate 
in the presence of ADP.  Protein release from the mitochondrial matrix was detected 
following the addition of celecoxib, and aldehyde dehydrogenase 2 (ALDH2) and 
HMG-CoA synthase 2 (HMGCS2) bands were confirmed in a Western blot analysis.  
On the other hand, protein release of cytochrome C (CytC), which is an inducer of 
apoptosis, from the intermembrane space was not observed.  Celecoxib enhanced the 
membrane permeability of human erythrocytes and synthesized liposomes 
dose-dependently.  It then induced the membrane-involving mitochondrial swelling 
and suppressed mitochondrial function.  
 Effects of N-phenylanthranilic acid (NPA) scaffold NSAIDs on rat liver 
mitochondria were examined.  Mefenamic acid (MEF) induced mitochondrial swelling, 
which was inorganic phosphate (Pi)-dependent and suppressed by CsA, similar to 
Ca2+-like mitochondrial swelling.  The mitochondrial swelling was also observed 
following the addition of ﬂufenamic acid (FLU), meclofenamic acid (MCL), and 
tolfenamic acid (TOL).  Less swelling was observed with the addition of diclofenac 
(DIC) or NPA.  Diphenylamine (DPA)-induced swelling occurred in a Pi-independent 
manner and was not sensitive to CsA.  The mechanism by which DPA interacted with 
the mitochondrial inner membrane differed from those of the other NPA scaffold 
NSAIDs.  Hydrophobicity is one of the factors regulating reactiveness, and 
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stereo-structures have been shown to affect molecular hydrophobicity. NPA scaffold 
NSAIDs are known to have various dynamic structures, and the solvation free energies 
(dGWs: an index of stereo-hydrophobicity) of the conformers obtained were determined 
using a molecular orbital analysis.  Potent uncoupler SF6847 has 127 conformers, and 
their dGW values were constant in the vicinity of −63 (average: −62.92) kJ/mol.  Each 
conformer may exhibit interactive hydrophobicity with the mitochondrial membrane 
and exert uncoupling effects at a very low concentration (100 nM).  MCL had a 
minimum dGW conformer group, and the average (−65.95 kJ/ mol) of this group was 
similar to the dGW level of SF6847.  The stereo-hydrophobicity of MCL appears to be 
advantageous for interactions with biological membranes (e.g. liver mitochondrial 
membranes), and the existence probability of conformers with interactive 
hydrophobicity with biological membranes appears to be one of the key elements for 
NSAIDs-induced hepatotoxicity.   
 Moreover, I constructed a novel drug release evaluation system using 
mitochondrial functions.  Mitochondria responded sensitively to the release of the 
compound, which has uncoupling activity, from alginate gel beads, and it possible to 
evaluate the details of drug release behavior in terms of oxygen consumption.  This 
evaluation system is suitable for various drug carriers comprising a component drug 
that reacts sensitively to mitochondria and promotes oxygen consumption.   
 
